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ТРАНСПОЗИЦИЯ dSpm
ЭЛЕМЕНТА КУКУРУЗЫ

В ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЯХ
САХАРНОЙ СВЕКЛЫ

В результате агробактериальной трансформации по�

лучены трансгенные растения и клеточные линии сахар�

ной свеклы, содержащие Spm/dSpm систему транспозонов

кукурузы. Гетерологическая система мобильных элемен�

тов Spm/dSpm сохраняет активность в геноме сахарной

свеклы, что открывает возможности клонирования ге�

нов и получения трансгенных растений сахарной свеклы

без селективных маркеров.

Введение. Мобильные генетические элемен�

ты (транспозирующиеся элементы, или транс�

позоны), впервые были открыты Б. Мак�Клин�

ток в 40�е годы прошлого столетия при анализе

наследственной мозаичности у кукурузы Zea
mays L. Ее работы положили начало учению о

нестабильности и изменчивости генома [1, 2].

Позже обнаружили мобильные генетические

элементы во многих про� и эукариотических

организмах; были предложены гипотезы транс�

позиции и определены факторы, регулирующие

их перемещение, а также доказана роль транс�

позонов в регуляции экспрессии генов и индук�

ции хромосомных аберраций [3–6]. Благодаря

способности транспозонов перемещаться по ге�

ному, в биотехнологии растений их успешно

применяют для решения различных задач:

1) идентификации и клонирования генов (англ.

transposon�based gene tagging) [7–10]; 2) полу�

чения трансгенных растений без селективных

маркеров [11–13]; 3) создания серий трансген�

ных растений, отличающихся от исходного пер�

вичного трансформанта местом расположения

транспозирующегося трансгена и, как следст�

вие, уровнем его экспрессии из�за эффекта по�

ложения [11].

При переносе последовательностей мо�

бильных генетических элементов в геном дру�

гих видов методами генетической трансфор�

мации обнаружили, что они способны пере�

мещаться и в гетерологическом окружении.

Так, в работах [14–22] показано, что актив�

ность Ac�элемента кукурузы сохраняется при

введении его в клетки табака, томата, карто�

феля, петунии, риса, пшеницы, рапса, араби�

допсиса, моркови и тополя. Кроме того, есть

данные, что Ac/Ds система кукурузы остается

функциональной и у позвоночных [23]. Дру�

гой элемент кукурузы – Spm – способен к

транспозиции в Nicotiana tabacum, Solanum
tuberosum, Arabidopsis thaliana, Orychophragmus
violaceus, Medicago truncatula, Oryza sativa и со�

матических гибридах представителей семейст�

ва Brassicacea [24– 32]. Для элемента Mu�1 по�

казано, что после трансформации растений

томата, табака и арабидопсиса векторами, со�

держащими элемент Mu�1, он не перемещается

[33]. Считается, что для его транспозиции нуж�

ны еще некие факторы, которые существуют

только у гомологического хозяина кукурузы

[34]. В гетерологическом окружении функцио�

нальность сохраняют не только транспозоны
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кукурузы Ac/Ds, Spm/dSpm, а также транспозо�

ны Tam3 Antirrhinum majus [16], Tag1 A. thaliana
[35, 36], Tip100 Ipomoea purpurea [37] и Tnt1 N.
tabacum [38].

Среди мобильных генетических элементов

растений в молекулярно�биологическом пла�

не лучше всего изучены транспозоны Zea mays
(Ac/Ds, Spm/dSpm), поэтому именно для куку�

рузы впервые была применена технология

клонирования генов с использованием собст�

венных (гомологических) транспозонов [8].

Позже с помощью функциональных транспо�

зонов кукурузы идентифицированы и клони�

рованы отдельные гены арабидопсиса, петунии,

риса и табака, участвующие в процессах онто�

генеза и метаболизма [9, 39–44]. В дальней�

шем использование гетерологических транс�

позонов привело к бурному развитию функ�

циональной геномики многих видов, включая

и хозяйственно ценные [9, 22, 38, 45–49].

Об идентификации эндогенных транспозо�

нов и/или транспозоноподобных последова�

тельностей у сахарной свеклы сообщается

лишь в нескольких работах [50–52]. Однако эти

гомологические элементы недостаточно изуче�

ны, а их способность к транспозиции слишком

мало исследована, чтобы использовать их в экс�

периментах по инсерционному мутагенезу

у свеклы. Впрочем, до настоящего момента

также остается неизвестным, сохраняют ли ак�

тивность гетерологические системы транспозо�

нов в геноме сахарной свеклы. Поэтому мы ре�

шили исследовать активность Spm/dSpm систе�

мы генетических элементов кукурузы в транс�

генных клеточных линиях и растениях сахарной

свеклы. Одним из главных преимуществ ис�

пользования элементов семейства Spm являет�

ся их свойство перемещаться в несцепленные

локусы по сравнению с Ac/Ds [9, 20, 27, 28],

что в последующем облегчает идентификацию

отдельных событий инсерции.

Материалы и методы. Для генетической

трансформации сахарной свеклы использовали

нопалиновый штамм Agrobacterium tumefaciens
GV3101, несущий бинарный вектор pIC411

(рис. 1). Т�ДНК векторной конструкции pIC411

содержит последовательность SpmTPase, коди�

рующую функциональные белки трансферазы,

но элемент не способен к перемещению из�за

мутации в одном из концевых инвертирован�

ных повторов. Неавтономный dSpm элемент,

содержащий ген bar между своими терминаль�

ными концами, расположен между промотор�

ной и структурной частями гена gusА. Удаление

dSpm, которое происходит при функциониро�

вании SpmTPase, приводит к реконструкции

гена gusА и его экспрессии. Такой дизайн век�

торной конструкции позволяет на основании

гистохимического анализа β�глюкуронидазы

сделать вывод об активности Spm/dSpm системы

в трансгенных клетках. Для отбора трансформи�

рованных растительных клеток вектор pIC411

содержит ген nptII.

В исследовательской работе использовали

линии опылителей О�типа сахарной свеклы Ки�

евский синтетик�3, Киевский синтетик�7

(КС 3 и КС 7) и линии СЦ 01733, СЦ 023–2 и

СЦ 03441. Семена линий СЦ 01733, СЦ 023–2

и СЦ 03441 любезно предоставил А.Г. Кулик

(Институт сахарной свеклы УААН, Киев), се�

мена линий КС 3 и КС 7 – д�р биол. наук

Ф.Н. Парий (Уманский государственный аг�

рарный университет). Для введения в асепти�

ческую культуру семена сахарной свеклы по�
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Рис. 1. Схематическое изображение Т�ДНК бинарного вектора pIC411: bar – ген фосфинотрицин�N�ацетилтранс�

феразы; nptII – ген неомицинфосфотрансферазы II; gusА – ген β�глюкуронидазы; Pnos – промотор гена нопалин�

синтетазы; P35S – промотор 35S вируса мозаики цветной капусты; Tocs – терминатор гена октопинсинтетазы; Tnos –

терминатор гена нопалинсинтетазы, SpmTPase – стабилизированный элемент Spm под контролем нативного про�

мотора, кодирующий функциональные белки трансферазы; dSpm3', dSpm5' – концевые инвертированные повто�

ры неавтономного dSpm; RB, LB – правый и левый граничные повторы Т�ДНК



верхностно стерилизовали согласно протоколу,

описанному в [53]. Трансгенные растения са�

харной свеклы получали, используя методику

генетической трансформации, разработанную

нами ранее [54]. Первичный каллус индуциро�

вали на селективной среде с 100 мг/л канамици�

на, регенерацию и укоренение также проводи�

ли на питательных средах, содержащих 100 мг/л

канамицина.

Для подтверждения наличия трансгенов у

полученных устойчивых к селективным аген�

там растений сахарной свеклы проводили ПЦР�

анализ ДНК, выделенной согласно ЦТАБ�ме�

тоду [55], на амплификаторе «Терцик ІМ02»

(«ДНК�технология», Россия). Для амплифика�

ции участка последовательности гена nptII ис�

пользовали праймеры 5'�CCTGAATGAACTCC�

AGGACGAGGCA�3' и 5'�GCTCTAGATCCA�

GAGTCCCGCTCAGAAG�3' (продукт ампли�

фикации – 637 п.н.), для bar – 5'�ATGAGC�

CCAGAACGACGCCGGCC�3'и 5'�GCAT�

GCGCACGGTCGGGTCGTTGG�3' (414 п.н.),

для gusА – 5'�TGGGTGGACGATATCAC�

CGTGGTGA�3' и 5'�GGCCCCAATCCAGTC�

CATTAATGCG�3'(423 п.н.), для SpmTPase –

5'�GACAACACTGTCCAGCCAAGAC�3' и 5'�

TCCTCCGCTTATTGATATGC�3' (600 п.н.).

Про водили 35 циклов: денатурация при

94 °С (60 с), отжиг при 65 °С (60 с), синтез при

72 °С (30 с). Температура отжига при амплифи�

кации последовательности gusА была несколько

ниже – 56 °С. Продукты амплификации опре�

деляли в 1%�ном агарозном геле.

Результаты исследований и их обсуждение. Ге�

нетическую трансформацию сахарной свеклы

линий КС 3, КС 7, СЦ 01733, СЦ 023–2 и

СЦ 03441 проводили с помощью нопалинового

штамма A. tumefaciens GV3101, несущего бинар�

ный вектор pIC411, используя метод, разрабо�

танный нами ранее [54]. В результате селекции

на канамицин�содержащих питательных средах

было отобрано 28 каллусных клонов. При пе�

ренесении их на питательную среду с 10 мг/л

фосфинотрицина все клоны оказались устойчи�

выми и к гербициду. Полученные клоны ана�

лизировали на предмет активности β�глюкуро�

нидазы, экспрессия которой возможна лишь

при условии эксцизии элемента dSpm. Боль�

шинство клонов (23 из 28), проанализирован�

ных с помощью гистохимической реакции,

имели специфическую окраску в виде синих

точек, а также пятен разной площади и плот�

ности расположения (рис. 2, таблица). Плот�

ность расположения окрашенных участков ука�

зывает на активность транспозазы SpmTPase,

а площадь – на время, прошедшее с момента

эксцизии неавтономного элемента dSpm.

Для пяти каллусных клонов линии КС 7 и

четырех клонов линии СЦ 023–2 получены

растения�регенеранты. Листья растений�реге�

нерантов также имели специфическую мозаич�

ную окраску, что указывает на активность

транспозазы и, как следствие, на эффективную

эксцизию неавтономного транспозона dSpm
(рис. 2, таблица).

Молекулярно�генетический анализ полу�

ченных растений проводили методом ПЦР с

использованием праймеров, специфических к

генам bar, nptII, SpmTPase и gusА. На рис. 3
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Рис. 2. Анализ β�глюкуронидазной активности в транс�

генной каллусной линии СЦ 023–2/1 (а) и листке (б)

регенерировавшего из нее растения, трансформирован�

ного вектором pIC411

Результаты анализа β�глюкуронидазной активности
в трансгенных каллусных линиях сахарной свеклы,

трансформированных pIC411
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приведены результаты ПЦР�анализа для четы�

рех растений, трансформированных вектором

pIC411. Как видно из электрофореграммы, раз�

меры амплифицированных фрагментов ДНК

соответствуют рассчитанным, что подтвержда�

ет наличие этих трансгенов у трансформирован�

ных растений сахарной свеклы.

Трансгенные растения сахарной свеклы пос�

ле укоренения переносили в почву и обраба�

тывали препаратом «Harvest» (глюфозинат ам�

мония, «Hoechst & Schering Agrevo, King’s Lynn»,

Великобритания) в концентрации 2,5 мл/л.

Растения, трансформированные pIC411 и не�

сущие ген bar, проявляли устойчивость к гер�

бициду в условиях теплицы (рис. 4).

Согласно данным литературы автономный

Spm�элемент транспозируется в табаке [10,

32], картофеле [25], арабидопсисе [9], оригоф�

рагмусe [26], межтрибных соматических гиб�

ридах семейства Brassicaceae [29–31], люцер�

не [27] и рисе [28]. Нами впервые показана

активность гетерологической системы Spm/

dSpm генетических элементов кукурузы в транс�

генных клеточных линиях и растениях сахар�

ной свеклы.

В соматических тканях достаточно сложно

количественно определить частоту эксцизии

транспозона [25], однако можно сделать выводы

об активности транспозонa у отдельных осо�

бей [20]. Частоту соматической эксцизии у по�

лученных растений сахарной свеклы (прибли�

зительно 80 %) можно сравнить с аналогичным

показателем у арабидопсиса [9] и табака [32].

Для люцерны [27] и риса [28] показано, что

Spm�элемент транспозируется с низкой часто�

той и проявляется лишь на ранних стадиях

культивирования in vitro в течение короткого

промежутка времени. Авторы предполагают, что

это происходит в результате умолкания пере�

несенных генов (англ. gene silencing), которое

предотвращает перемещение как гомологичес�

ких, так и гетерологических транспозонов. Та�

кое свойство присуще видам со значительным

количеством собственных мобильных генети�

ческих элементов в геноме.

Выводы. В результате наших опытов были

получены трансгенные растений сахарной

свеклы, содержащие функциональные транс�

позоны, что открывает возможность для соз�

дания мутантов и последующего клонирова�

ния генов у этого важного сельскохозяйствен�

ного вида. Кроме того, возникает перспектива

использования транспозонов для получения
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Рис. 3. ПЦР�анализ суммарной ДНК растений сахарной

свеклы, трансформованных вектором pIC411. Электро�

фореграмма продуктов ПЦР�анализа с использованием

праймеров, специфичных к последовательности генов:

а – bar (1–6); nptII (8–13); б – SpmTPase (1–6);

gusA (8–13); 1–4, 8–11 – ДНК трансформованных рас�

тений СЦ 023–2/75.411–1; СЦ 023–2/75.411–2, СЦ

023–2/75.411–3, КС 7/281.411–2; 5, 12 – отрицательный

контроль, ДНК исходной нетрансформированной ли�

нии CЦ 023–2; 6, 13 – положительный контроль, плаз�

мидная ДНК pIC411; 7 – ДНК�маркер (GibcoBRL)

Рис. 4. Тест на устойчивость к гербициду «Harvest»

(2,5 мл/л): а – контрольное растение сахарной свек�

лы линии КС 7; б – растение сахарной свеклы КС 

7/281.411–2, трансформованное вектором pIC411



трансгенных растений сахарной свеклы без

селективных маркеров.

E.M. Kishchenko, I.K. Komarnitskii, N.V. Kuchuk

ъTRANSPOSITION OF THE 

MAIZE TRANSPOSABLE ELEMENT dSpm

IN TRANSGENIC SUGAR BEETS

Transgenic sugar beet plants carrying maize Spm/dSpm

transposable elements system have been constructed.

Heterologous system of maize transposable elements

Spm/dSpm was active in transgenic sugar beets that permits

transposon�based gene tagging and obtaining of marker�

free transgenic sugar beet.

О.М. Кіщенко, І.К. Комарницький,  М.В. Кучук

ТРАНСПОЗИЦІЯ dSpm ЕЛЕМЕНТА 

КУКУРУДЗИ В ТРАНСГЕННИХ РОСЛИНАХ 

ЦУКРОВОГО БУРЯКУ

В результаті агробактеріальної трансформації от�

римано трансгенні рослини цукрового буряку, які міс�

тять функціональну Spm/dSpm систему транспозонів

кукурудзи. Гетерологічна система мобільних елемен�

тів зберігає активність в геномі цукрового буряку,

що відкриває можливості для клонування генів та от�

римання трансгенних рослин цукрового буряку без

селективних маркерів.
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